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1 Einleitung 
Haptoglobin ist im klassischen Sinne gesehen ein tetrameres Protein, bestehend aus 
zwei leichten α (MW 9100 Da) und zwei schweren β Ketten (MW 40.000 Da), die 
über Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Von den α Einheiten sind zwei 
verschiedene Allele, α1 und α2, bekannt (Dobrszycka, 1997). Entsprechend sind 
auch drei phänotypisch verschiedene Haptoglobinformen bekannt: Haptoglobin1-1, 
Haptoglobin 2-2 und Haptoglobin1-2. Das Haptoglobin 1-1 Tetramer besteht aus 
zwei α1 Untereinheiten und zwei β Untereinheiten, das Haptoglobin 2-2 aus zwei α2 
und zwei β Untereinheiten, wobei die α2 Untereinheiten im Prinzip verdoppelte 
α1 Untereinheiten sind, wenngleich einige Aminosäuren durch ein Cross-over-
Ereignis verloren gegangen sind. Die α2 Untereinheiten haben also einen 
komplizierteren Aufbau und sind auch schwerer als die α1 Untereinheiten von 
Haptoglobin. Haptoglobin 1-2 seinerseits besteht aus 2 β Einheiten und jeweils einer 
α1 und einer α2 Untereinheit (Bowman und Kurosky, 1982). Abbildung 1.1 zeigt 
schematisch die Struktur der Polypeptidketten des Haptoglobins und deutet die 
Kombinationsmöglichkeiten an. 
Haptoglobin wird in der Leber aber auch in den Lungen und im Fettgewebe 
produziert (Buchanan et al., 1990; Ramji et al., 1993; Yang et al., 1995; D'Armiento 
et al., 1997). Außerdem konnte gezeigt werden, dass Haptoglobin während der 
Preimplantationsphase sowohl in Kaninchen- als auch in humanem Endometrium 
vorhanden ist (Thie et al., 1984; Anderson et al., 1986; Sharpe-Thimms et al., 2000; 
Berkova et al., 2001). 
Haptoglobin ist in den meisten Körperflüssigkeiten enthalten. Es ist im Speichel, im 
Blut, im Liquor, im Urin sowie im Fruchtwasser zu finden (Dobrszycka, 1997; Beier 
1 Einleitung  5 
und Beier-Hellwig, 1998). Erhöhungen der Haptoglobinkonzentration im Blut werden 
im klinischen Alltag genutzt um Hinweise auf Entzündungen, Infektionen aber auch 
Tumorwachstum zu bekommen. Ein Abfall der Haptoglobinkonzentration dagegen 
weist auf eine intra- oder extravasale Hämolyse, auf schwere Leberschäden, 
Sichelzellanämie oder Thalassämien hin (Marchand et al., 1980; Buchanan et al., 
1990). 
 
Abbildung 1.1: α1 und α2 Ketten sowie β Kette von Haptoglobin (nach Dobrszycka 1997) 
Haptoglobin ist ein Akute Phase Protein mit verschiedenen Funktionen. Es bildet 
Komplexe mit freiem Hämoglobin. Die Verbindung von Haptoglobin und Hämoglobin 
zeigt in vivo Peroxidaseaktivität und ist eine der stärksten nicht kovalenten 
Bindungen in der Biologie. Diese Haptoglobin-Hämoglobin-Komplexe werden dann 
vom retikuloendothelialen System aufgenommen, wobei das im Hämoglobin 
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gebundene Eisen jedoch zum weiteren Gebrauch verfügbar bleibt (Bowmann u. 
Kurosky, 1982). 
Des Weiteren hat Haptoglobin auch immunmodulatorische Fähigkeiten; bekannt ist 
eine hemmende Funktion auf die Prostaglandin H Synthase, und die virale 
Haemaglutination (Beisembaeva et al., 1990). Außerdem unterdrückt Haptoglobin in 
manchen Fällen die Lymphozyten- und B-Zell-Proliferation, sowie die Aktivität von 
Makrophagen (Koj, 1986). 
Studien von Wagner et al. (1996) belegen, dass Haptoglobin auch als Ligand für 
Immunzellen eine Rolle spielt. Neutrophile Granulozyten beispielsweise besitzen 
zwei spezifische Bindungen für Haptoglobin (CD11b sowie CD22), so dass es die 
Neutrophilenantwort auf eine Reihe von Rezeptoragonisten blockiert. 
Natives Haptoglobin bindet außer an Granulozyten auch an Monozyten. Innerhalb 
der Gruppe der Lymphozyten bindet es fast ausschließlich an Zellen mit 
CD11b/CD18 Rezeptoren (El Ghmati et al., 1996). 
Das CD11b/CD18 Rezeptormolekül gehört zur Familie der Integrine, genauer gesagt 
ist es ein leukozytenspezifisches β2 Integrin. Die Leukozyten, die CD11b/CD18 
Rezeptoren besitzen, sind an zahlreichen Prozessen wie Entzündungen und 
diversen Immunreaktionen beteiligt. Hierbei spielen die β2 Integrine eine 
Schlüsselrolle, denn sie ermöglichen es den Leukozyten erst in entzündete 
Gewebeanteile zu gelangen, indem sie an interzelluläre Adhäsionsmoleküle (ICAM) 
sowie andere Akute Phase Proteine binden (Gahmberg et al., 1998). Die Bedeutung 
dieser Integrine wird klar, wenn man betrachtet, dass Patienten mit einem Mangel an 
CD11b/CD18 Rezeptoren ein LAD I Syndrom (leukocyte adhaesion deficiency 
syndrome typ 1) aufweisen. Diese Immundefizienz beinhaltet chronische 
Neutrophilie, Infektanfälligkeit und Wundheilungsstörungen (Gahmberg et al., 1998). 
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Wie schon erwähnt, ist Haptoglobin nicht ausschließlich in der Leber sondern unter 
anderem auch während der Preimplantationsphase im Endometrium zu finden. 
Herrler et al. (2004) konnten im Tiermodell, bei Kaninchen über mRNA Analysen 
zeigen, dass Haptoglobin im Uterus nicht nur vorhanden ist, sondern auch dort und 
im Ovidukt produziert wird. Diese Tatsache lässt auf einen möglichen Einfluss auf die 
uterine Funktion schließen. 
Graviditäten bei Säugetieren stellen immer ein gewisses immunologisches Problem 
dar. Während der Evolution standen Säugetiere unter zwei etwas kontroversen 
Selektionsdrücken: Einerseits muss gewährleistet sein, dass fremde Organismen 
erkannt und eliminiert werden, andererseits darf der Foetus, der durch die väterlichen 
MHC Anteile ja als Allograft erkannt wird, nicht abgestoßen werden (Kanelopoulus 
et al., 2003). 
Peter Medawar formulierte es so: „Das immunologische Problem einer 
Schwangerschaft könnte man wie folgt beschreiben: Wie gelingt es der Mutter einen 
Foetus in ihrem eigenen Körper zu ernähren, der antigentechnisch ein fremder 
Körper ist?“ (Medawar, 1953). Solange der Embryo noch im Preimplantationsstadium 
ist, befindet er sich sozusagen in einer Art Frei-Zone, er ist von einer extrazellulären 
Matrix, der Zona pellucida umgeben und somit abgeschirmt gegen jegliche fremde 
Immunreaktion, die mit Hilfe von T-Lymphozyten oder Immunglobulinen einen 
Schaden verursachen könnte. Sobald allerdings die Blastocyste das uterine Epithel 
erreicht und die Zona pellucida verloren geht, ist der Embryo der mütterlichen 
Umgebung quasi ausgeliefert. Dieser Kontakt stellt insofern ein Problem dar, als 
dass der Trophoblast in der Lage ist väterliche MHC 1 Moleküle zu exprimieren. 
Jenkins und Owen (1980) sowie Billington and Burrows (1986), Donaldson et al. 
(1994) und Ellis et al. (1998) konnten das für Maus, Ratte, Pferd und Kuh zeigen. 
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Des Weiteren gibt es Studien, die belegen, dass das humane Amniochorion, das in 
direktem Kontakt zu mütterlichen Decidua Zellen steht, in der Lage ist HLA-E und 
HLA-G Antigene auf der Zelloberfläche zu exprimieren (Houlihan et al., 1995). 
Zusammenfassend gesagt beeinflusst Haptoglobin die immunologische Antwort von 
Lymphozyten über die Bindung an den CD11b/CD18 Rezeptor. Dieser Rezeptor 
ermöglicht die Invasion von Lymphozyten in die extrazelluläre Matrix durch Bindung 
an ICAMs. Preimplantative Embryonen sind von einer extrazellulären Matrix, der 
Zona pellucida, umgeben, in die maternales Haptoglobin eingelagert wird, wie 
kürzlich von Herrler et al. (2004) gezeigt. 
Unser wissenschaftliches Interesse galt also in erster Linie den Interaktionen des 
Haptoglobins mit CD11b positiven Leukozyten. So wurde untersucht, ob das 
Vorhandensein der verschiedenen Subtypen von Haptoglobin Auswirkungen auf die 
Adhäsions-/Invasionsfähigkeit von Leukozyten an/in extrazelluläre Matrices hat. 
Hierzu wurden CD11b positive Leukozyten abgetrennt und zusammen mit 
Haptoglobin in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Um die verwendeten 
Konzentrationen in Relation zu physiologischen Verhältnissen setzen zu können 
waren weiterhin quantitative Analysen von Haptoglobin in humanen uterinen 
Sekreten notwendig. Hierzu wurden Proben aus fertilen Frauen verwendet. Diese 
wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und über Western Blot auf Haptoglobin 
analysiert bzw. quantifiziert. 
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2 Material und Methoden 
Im Folgenden wird beschrieben, wie Leukozyten gewonnen wurden und 
anschließend, wie die CD11b positiven Leukozyten von den übrigen Leukozyten 
getrennt wurden. Des Weiteren wird beschrieben, wie verschiedene Konzentrationen 
von unterschiedlichen Haptoglobinsubtypen die Adhäsion/Invasion der Leukozyten 
an/in eine Gelmatrix beeinflussten. Auf diese Weise sollte eine eventuelle 
immunmodulatorische Wirkung des in der extraembryonalen Matrix befindlichen 
Haptoglobins auf die Erkennung des Embryos durch maternale Immunzellen 
untersucht werden. Schließlich wird die Quantifizierung des im humanen uterinen 
Sekrets vorhandenen Haptoglobins mittels Western Blot Analyse dargestellt. Mit Hilfe 
dieser Quantifizierung sollten die Konzentrationen der in vitro Ergebnisse der 
Beeinflussung der Invasivität der Leukozyten durch Haptoglobin validiert werden. 
 
2.1 Materialgewinnung und Aufbereitung  
Die Leukozyten wurden aus Blutproben von Blutspendern des Uniklinikums Aachen 
gewonnen. Im Labor des Blutspendedienstes wurden die Blutspenden zunächst 
2 Stunden lang auf Compaqcool Platten® (Fresenius hemo care, Friedberg, 
Deutschland) gelagert. Dann wurden die Blutkonserven bei 3998 g (g = 9,81 m/s2) 
zentrifugiert. Nach dieser Zentrifugation erfolgte die eigentliche Trennung: Die 
Blutkonserven wurden in Plasmaseparatoren (Fresenius hemo care, Friedberg, 
Deutschland) in ihre Komponenten aufgetrennt. So wurden Plasma und Erythrozyten 
abgetrennt um als Rest ein Leukozytenkonzentrat zu erhalten, welches uns für 
weitere Untersuchungen freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurde. 
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Dieses Leukozytenkonzentrat habe ich nun über einen Ficoll Paque® Plus 
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) Gradienten, entsprechend 4 ml 
Ficoll auf 6 ml Leukozytenkonzentrat, 10 min bei 960 g zentrifugiert. Es ergaben sich 
4 Schichten: als Bodensatz Resterythrozyten, darüber der Ficoll Gradient, darüber 
der Buffy Coat, oberhalb dessen noch Plasmaflüssigkeit zu finden war. Der 
sogenannte Buffy Coat ist diejenige der 4 Schichten, die die Leukozyten enthält. Des 
Weiteren ließen sich auch Spuren von Fibrin nachweisen, die laut 
Voruntersuchungen keinen Einfluss auf die Untersuchungen haben. Der Buffy Coat 
wurde abpipettiert und erneut über einen Ficoll Paque® Plus (Amersham 
Biosciences, Freiburg, Deutschland) Gradienten, entsprechend 4 ml Ficoll auf 6 ml 
Konzentrat, 10 min bei 960 g zentrifugiert. Aus der 2. Schicht, wie oben beschrieben, 
wurde nochmals der Buffy Coat zur weiteren Untersuchung abpipettiert. Insgesamt 
konnten 50 Proben verarbeitet werden. 
 
2.2 Färben der CD 11b positiven Zellen 
Der Buffy Coat enthält Zellen aus allen Leukozytenreihen. Zur Untersuchung des 
physiologischen Verhältnisses von CD11b positiven und CD11b negativen Zellen 
wurden die CD11b positiven Zellen wie im Folgenden beschrieben angefärbt. Die wie 
in Kapitel 2.1 dargestellt gewonnenen Leukozyten wurden so verdünnt, dass sich 
108 Zellen in 80 µl Konzentrat befanden. Zu 80 µl Leukozytenkonzentrat wurden 
immer 10 µl FITC-markierte CD11b Antikörper (Macs Reagents Miltenyi Biotec, 
Bergisch-Gladbach, Deutschland) und 10 µl Blockinglösung, bestehend aus 80% 
Dulbeccos PBS (Biochrom KG, Berlin, Deutschland), 10% Humanserum und 10% 
fetalem Kälberserum, gegeben. Dieses Gemisch wurde 20 min bei 4°C inkubiert. Um 
alle nicht gebundenen Antikörper zu entfernen wurden die Leukozyten zweimal mit 
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Dulbeccos PBS (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) gewaschen, indem sie jeweils 
bei 10600 g 10 s zentrifugiert wurden. Insgesamt konnten 16 Proben in jeweils vier 
Wiederholungen zur Evaluation des Verhältnisses von CD11b negativen zu CD11b 
positiven Zellen untersucht werden. Dazu wurden 5 µl der gefärbten Leukozyten mit 
einem Tropfen Vectashield® (vector laboratories, Inc.Burlingame, USA) auf einen 
Objektträger aufgetragen und im Fluoreszenzmikroskop Axiovert135® (Zeiss, Jena, 
Deutschland), Filtersatz BP546/FT580/LP590, bei einer Vergrößerung von 1:100 
ausgezählt. Abbildung 2.1 zeigt graphisch die Färbung der CD11b positiven 
Leukozyten. 
CD11b negative Leukozyten
CD11b negative Leukozyten
CD11b negative Leukozyten
CD11b positive Leukozyten
FITC markierte anti-CD11b
Antikörper
 
Abbildung 2.1: Markierung mit FITC Antikörpern 
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2.3 Abtrennen der CD 11b positiven Leukozyten 
Zur Aufreinigung der CD 11b positiven Leukozyten (108 Leukozyten in 80µl Lösung) 
wurden zunächst 10 µl anti FITC MicroBeads (Macs reagents Miltenyi Biotec, 
Bergisch-Gladbach, Deutschland) und 10 µl Blockinglösung (Zusammensetzung 
siehe Kapitel 2.2) hinzugegeben. Wiederum erfolgte eine Inkubation von 20 min bei 
4°C. Die nicht gebundenen Antikörper wurden durch zweimaliges Waschen (10 s 
zentrifugieren bei 10600 g), mit Dulbeccos PBS (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) 
entfernt. Abbildung 2.2 zeigt das Anheften der MicroBeads an die mit FITC 
markierten CD11b positiven Leukozyten. 
CD11b negative Leukozyten
CD11b negative Leukozyten
CD11b negative Leukozyten
CD11b positive Leukozyten
FITC markierte anti-CD11b
Antikörper
anti-FITC microbeads
 
Abbildung 2.2: Anheften von MicroBeads 
Für die eigentliche Trennung musste das nach dem Waschen entstandene Pellet in 
500 µl Dulbeccos PBS (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) mit 5% BSA (SIGMA 
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Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und 4 mM EDTA (SIGMA Aldrich 
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) resuspendiert werden. 
Nachdem eine Filtersäule (mini MACS® Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 
Deutschland) mit 1000 µl Dulbeccos PBS (mit 5%BSA, 4 mM EDTA) äquilibriert 
worden ist, konnte die resuspendierte Probe auf die Säule gegeben werden. 
In den Vorversuchen wurde viermal mit 500 µl Dulbeccos PBS (Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland) nachgewaschen um die CD11b negativen Leukozyten auszuspülen. 
Da hierdurch aber nicht die erforderliche Reinheit erreicht werden konnte, wurden die 
Waschschritte auf sechsmal 500 µl Dulbeccos PBS erhöht. Das Eluat mit den 
unmarkierten Zellen wurde aufgefangen. Abbildung 2.3 zeigt, wie die CD11b 
positiven Leukozyten mit Hilfe einer Filtersäule von den CD11b negativen 
Leukozyten separiert wurden. 
CD11b negative Leukozyten
CD11b negative Leukozyten
CD11b negative Leukozyten
CD11b positive Leukozyten
FITC markierte anti-CD11b
Antikörper
anti-FITC microbeads
Magnet
Filtersäule
 
Abbildung 2.3: Abtrennen der CD11b negativen Leukozyten 
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Um die CD11b positiven Leukozyten zu erhalten, welche über die gekoppelten 
MicroBeads am magnetisierten Netzwerk der Säule gehalten wurden, musste die 
Säule aus dem Magneten entfernt und mit 1000 µl Dulbeccos PBS (Biochrom KG, 
Berlin, Deutschland) gespült werden. Der Druck innerhalb der Säule wurde unter 
Einsatz eines Stempels zum eluieren der jetzt gelösten CD11b positiven Leukozyten 
erhöht. Die aus der Säule gelösten CD11b positiven Leukozyten wurden in einem 
1,5 ml Eppendorf Gefäß aufgefangen. Abbildung 2.4 zeigt das Lösen der CD11b 
positiven Leukozyten aus dem Netzwerk der Säule. 
CD11b negative Leukozyten
CD11b negative Leukozyten
CD11b negative Leukozyten
CD11b positive Leukozyten
FITC markierte anti-CD11b
Antikörper
anti-FITC microbeads
Magnet
Filtersäule
 
 
Abbildung 2.4: Herauslösen der CD11b positiven Leukozyten 
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2.4 Auswerten der Reinheit der Trennung  
Um den Grad der Aufreinigung zu bestimmen wurden 5 µl der CD11b positiven 
Leukozyten zusammen mit einem Tropfen Vectashield® auf einen Objektträger 
aufgetragen und fluoreszensmikroskopisch mit dem Axiovert135® (Zeiss, Jena, 
Deutschland), Filtersatz BP546/FT580/LP590, bei einer Vergrößerung von 1:100 
ausgewertet. In Vorversuchen waren, wie oben erwähnt, vier Waschritte erfolgt. Es 
zeigte sich allerdings, dass hierdurch nicht die erforderliche Reinheit erbracht werden 
konnte, weshalb mit insgesamt sechsmal 500 µl gewaschen wurde. 
 
2.5 Inkubation der Leukozyten  
Für den Adhäsions-/Invasionstest wurden mit Matrigel® Matrix (BD Biosciences, 
Bedford, UK) gecoatete Microtiter Wells, Microtest® (Fläche: 0,2cm2, Bectom 
Dickinson Labware, Meylan, Frankreich) verwendet. Hierzu wurden jeweils 30 µl 
Matrigel® Matrix (BD Biosciences, Bedford, UK), mit entsprechend entweder 0 µg/ml, 
10 µg/ml, 50 µg/ml oder 100 µg/ml Haptoglobin 1-1 bzw. 2-2 versetzt, auf ein Well 
gegeben und ca. 30 min vor Benutzung bei 37°C polymerisiert. Diese 
Konzentrationen wurden entsprechend den von Ghmati el al. zur Bindung an den 
CD11b Rezeptor verwendeten Konzentrationen gewählt (El Ghmati et al., 1996). 
Um im Zahlenverhältnis vergleichbare Ergebnisse zu erzielen wurden immer jeweils 
50.000 CD11b positive Leukozyten auf ein Well aufgetragen. Dazu habe ich die 
Leukozyten unter dem Mikroskop mit Hilfe der Neubauer-Kammer ausgezählt. Als 
Nährlösung für die Leukozyten wurde entsprechend RPMI (Biochrom KG, Berlin, 
Deutschland) zugefügt, so dass in 50 µl immer 50.000 Leukozyten enthalten waren. 
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Diese 50 µl wurden dann auf die Wells aufgetragen und schließlich bei 37°C und 
5 Vol% CO2 über 24 h inkubiert. Nach Ablauf der 24 h wurden die Wells fünfmal 
gründlich mit 0,9% NaCl Lösung gewaschen um die nicht anhaftenden Leukozyten 
zu entfernen. Hierzu wurde eine 5 ml Spritze sowie eine Kanüle BD Microlance® 
(Becton Dickinson S.A. Fraga (Huesca), Spanien) mit einem Durchmesser von 0,9 x 
44 mm verwendet. Zur Beurteilung wurden die Wells dann unter dem Mikroskop 
Axiovert135® (Zeiss, Jena, Deutschland), Filtersatz BP546/FT580/LP590, bei einer 
Vergrößerung von 1:100 ausgezählt. Jedes Well wurde einzeln ausgezählt, hierbei 
wurden alle Ebenen der Gelmatrix durchfokussiert. 
 
2.6 quantitative Bestimmung von Haptoglobin in uterinen Sekreten 
Um die Mengen von Haptoglobin im uterinen Sekret zu bestimmten Zyklustagen zu 
bestimmen, wurden Proben von nichtschwangeren fertilen Frauen in der 
Gemeinschaftspraxis Prof. Dr. Sterzik in Ulm gewonnen. Die Frauen wurden 
ausführlich aufgeklärt und haben der Untersuchung zugestimmt. Unter Angabe des 
Zyklustages wurden die Konzentration von Progesteron sowie die Konzentration von 
Östrogen gemessen (im Labor von Prof. Dr. Sterzik). Für diese Untersuchung 
wurden nur Frauen ausgewählt, die normale Werte an Progesteron bzw. Östrogen 
jeweils zum entsprechenden Zyklustag hatten. 
Zur Probengewinnung wurde ein Intrauterin-Katheter (Prodimed, Neuilly en Thelle, 
Frankreich) transvaginal in den Uterus eingeführt und mit einer 1 ml Spritze uterines 
Sekret gewonnen. Zum Transport wurden diese Proben in 500 µl einer 
0,15 M (NH4)HCO3 Lösung gegeben und auf -20°C abgekühlt. 
2 Material und Methoden  17 
Zur Weiterverarbeitung wurden die Proben einem Ultraschallbad unterzogen, und 
schließlich 10 min bei 20.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde zur weiteren 
Untersuchung abgenommen. Die Proteinbestimmung wurde mit einem modifizierten 
Lawry Verfahren, dem DC Proteinassay (Bio Rad lab GmbH, München, Deutschland) 
durchgeführt. Zum Vergleich wurde eine Eichkurve mit folgenden Konzentrationen an 
Protein angefertigt: 3 µg/100 µl, 7,5 µg/100 µl, 15 µg/100 µl, 30 µg/100 µl, 
45 µg/100 µl, 60 µg/100 µl, 90 µg/100 µl, 150 µg/100 µl. Die Messung und 
Berechnung der Proteinkonzentration der jeweiligen Probe wurde mittels Extinktion 
bei 750 nm im Plattenreader (SLT, Crailsheim, Deutschland) durchgeführt. 
Um die Proteine nun nach ihrer Größe aufzutrennen, wurde eine Gelelektrophorese 
durchgeführt. Hierzu wurde ein 8% - 16% T Gradienten Acrylamidgel (Acryl/Bis 
37,5:1 Solution) (amresco, Solon, USA) mit 0,1% SDS (Fluka Chemie GmbH, 
Steinheim, Deutschland), 0,08% Temed (Serva, Heidelberg, Deutschland) und 0,02% 
Ammoniumperoxidisulfid hergestellt. Die Proben wurden gelöst in 0,0625 M Tris-
(hydroxymethyl)-amino methan (Biomol, Hamburg, Deutschland), 10% Glycerin, 5% 
Mercaptophenol und 3% SDS (Fluka Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland). Das 
Gel hatte eine Dicke von 750 µm, die Trennstrecke war 10 cm lang. Es wurden 
jeweils 5 µg Protein pro Probe in ein Slot gegeben. Zur Quantifizierung wurde eine 
standardisierte Reihe mit folgenden Haptoglobinmengen hergestellt: 96 ng, 48 ng, 
24 ng, 12 ng, 6 ng, 3 ng, 1,5 ng. 
Auf jedes Gel wurden 6 verschiedene Proben und die 7 verschiedene 
Konzentrationen an Haptoglobin Standard gegeben. Nach Beladung liefen die 
Proteine im Gel für 1,5 Stunden bei 50 mA unter 600 V bei 4°C. 
Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine mittels Semidry-Blot auf eine 
PVDF-Membran (Milipore Corporation, Bedford, USA) übertragen. Die PVDF-
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Membran (Milipore Corporation, Bedford, USA) wurde kurz mit 100% Methanol 
benetzt und dann für 10 min in TB2-Lösung (3,03 g Tris-(hydroxymethyl)-amino 
methan (Biomol, Hamburg, Deutschland), 200 ml Methanol, 800 ml H2O) gelegt. Je 
vier der Blotgröße entsprechende Stücke Whatman-Filter (Schleicher&Schnell, 
Dassel, Deutschland) wurden in TB1-Lösung (3,03 g Tris-(hydroxymethyl)-amino 
methan (Biomol, Hamburg, Deutschland), 5,2 g Carpronsäure (SIGMA Aldrich 
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), 200 ml Methanol, ad 1000 ml H2O) und 
TB3-Lösung (36,34 g Tris-(hydroxymethyl)-amino methan (Biomol, Hamburg, 
Deutschland), 200 ml Methanol, ad 800 ml H2O) eingeweicht. Zwei Stücke Whatman-
Filter (Schleicher&Schnell, Dassel, Deutschland) wurden in TB2-Lösung und das Gel 
für 5 min in TB2-Lösung equilibriert. Der Blot wurde dann folgendermaßen von der 
Anode zur Kathode in einer Semidry-Kammer aufgebaut: 
• 2 x Whatman-Filter aus TB3-Lösung 
• 1 x Whatman-Filter aus TB2-Lösung 
• PVDF Membran 
• Gel 
• 3 x Whatman Paper aus TB1-Lösung 
Die Blotting-Kammer wurde verschlossen, der Deckel mit 1 kg Gewicht beschwert 
und für 40 min bei 0,8 mA/cm2 Membran geblottet. Nach Beendigung des Blottens 
wurde die PVDF Membran (Milipore Corporation, Bedford, USA) mit Blocking, TBS 
(5 mM Tris-(hydroxymethyl)-amino methan (biomol, Hamburg, Deutschland), 
130 mM NaCl), 0,1% Tween (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und 
5% Milchpulver (J. M. Gabler Saliter GmbH & Co. KG Obergünzburg, Deutschland) 
bei 4°C über Nacht inkubiert. 
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Nach Inkubation wurde ein polyklonaler humaner anti-Haptoglobin Antikörper 
(Nr. SP1121P, Acris, Hiddenhausen, Deutschland), 1:5000 verdünnt in TBS, 
0,1% Tween (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 5% Milchpulver (J. M. Gabler 
Saliter GmbH & Co. KG Obergünzburg, Deutschland), auf die PVDF Membran 
(Milipore Corporation, Bedford, USA) mit den getrennten und geblotteten Proteinen 
gegeben. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurden die nicht haftenden Antikörper 
durch dreimaliges Waschen a 15 min mit TBS (5 mM Tris-(hydroxymethyl)-
amino methan 0,1% (Biomol, Hamburg, Deutschland), 130 mM NaCl) und 0,1% 
Tween (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) auf dem Schüttler entfernt. 
Anschließend wurde ein Horseradishperoxidase gekoppelter Esel-anti-Ziege 
Zweitantikörper (SC2056, Santa Cruz Biotech, Heidelberg, Deutschland), 1:5000 
verdünnt in TBS (5 mM 0,1% Tris-(hydroxymethyl)-amino methan (Biomol, Hamburg, 
Deutschland), 130 mM NaCl) und 0,1% Tween (Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland), hinzugegeben und 1 h inkubiert. Wiederum wurden die nicht 
haftenden Antikörper durch dreimaliges Waschen a 15 min auf dem Schüttler mit 
TBS (5 mM 0,1% Tris-(hydroxymethyl)-amino methan (Biomol, Hamburg, 
Deutschland), 130 mM NaCl) und 0,1% Tween (Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland) entfernt. 
Um nun die Antikörper und damit das Haptoglobin zu identifizieren wurde 5 ml 
ECL® Reagenz (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) auf die PVDF-
Membran (Milipore Corporation, Bedford, USA) gegeben. Nach 1 min wurde die 
PVDF-Membran (Milipore Corporation, Bedford, USA) mit einem Röntgenfilm 
(Eastman Kodak Company, New Haven, USA) für 1 min exponiert. Das bei dieser 
Reaktion entstehende Licht schwärzte nun den Röntgenfilm. Dieser Röntgenfilm 
wurde zur Auswertung durch ein Computerprogramm, den Image master® 
2 Material und Methoden  20 
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland), eingescannt. Durch den Vergleich 
zu der parallel angefertigten Verdünnung (1,5 ng - 96 ng) eines humanen 
Haptoglobin Standards konnten die vorhandenen Konzentrationen an Haptoglobin im 
uterinen Sekret mittels des Image master® Systems ausgerechnet werden. 
 
2.7 Statistik 
Es wurden bei den Untersuchungen insgesamt 50 Proben aus der Blutbank des 
Uniklinikums der RWTH-Aachen verwendet. Zur Ermittlung des nativen Verhältnisses 
von CD11b positiven Leukozyten zu CD11b negativen Leukozyten wurden 63 FITC 
markierte aber ungetrennte Ansätze ausgezählt. Neun gefärbte und getrennte 
Ansätze wurden im Rahmen von Voruntersuchungen zur Etablierung der Methode 
ausgezählt. Es wurden insgesamt 32 gefärbte und getrennte Ansätze mit sechs 
Waschschritten auf CD11b positive Leukozyten bzw. CD11b negative Leukozyten 
ausgezählt. 
Für die Auswertung der Adhäsion bzw. Invasion der Leukozyten in die Gelmatrix 
wurden jeweils 20 Wells a 50.000 Leukozyten pro Konzentration Haptoglobin1-1 (je 
für 10 µg, 50 µg, 100 µg Haptoglobin /ml Matrigel) untersucht. Auch für die 
Untersuchung der Adhäsion/Invasion in Anwesenheit von Haptoglobin2-2 wurden 
jeweils 20 Wells a 50.000 Leukozyten pro Konzentration (10 µg, 50 µg, 100 µg 
Haptoglobin/ml Matrigel) ausgezählt. 
Zur Untersuchung des Adhäsions-/Invasionsverhaltens von CD11b negativen 
Leukozyten wurden insgesamt 40 Wells a 50.000 CD11b negativen Leukozyten 
inkubiert. Von diesen 40 Wells waren 20 mit einer reinen Gelmatrix ohne Haptoglobin 
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ausgestattet, während die anderen 20 Wells eine Gelmatrix mit einer Konzentration 
von 100 µg Haptoglobin1-1/ml Matrigel aufwiesen. 
Für die Quantifizierung von Haptoglobin in uterinen Sekreten wurden Proben von 
fertilen Frauen mit jeweils normwertigem Progesteron bzw. Östrogen aus dem Labor 
von Prof. Dr. Sterzig (Ulm) verwendet. Es wurden für 2 Zyklustage je 5 verschiedene 
Proben ausgewertet. Insgesamt konnten 35 Proben verarbeitet werden. 
Der Vergleich des Anteils CD11b positiver Leukozyten vor und nach der Auftrennung 
wurde mittels Students T-Test durchgeführt. Die Signifikanzgrenze liegt bei p < 0,05, 
so dass alle Ergebnisse mit p < 0,05 als signifikant und alle Ergebnisse mit p < 0,001 
als hochsignifikant gewertet werden. 
Ausgewertet wurden die Untersuchungen der verschieden Konzentrationen von 
Haptoglobin1-1, wie auch die Untersuchungen der verschiedenen Konzentrationen 
an Haptoglobin2-2, mit Hilfe des ANOVA Tukey’s Multiple Comparison Tests. Die 
Signifikanzgrenze dieses Testes liegt bei p < 0,05, so bedeutet p < 0,05 signifikant 
und p < 0,001 hochsignifikant. Beim Vergleich der Adhäsion/Invasion der CD11b 
negativen Leukozyten in Gelmatrices mit Haptoglobin1-1 gegenüber der 
Adhäsion/Invasion in Gelmatrices ohne Haptoglobin wurde der Students T-Test 
durchgeführt. Die Signifikanzgrenze liegt bei p < 0,05, somit ist p < 0,05 signifikant 
und p < 0,001 hochsignifikant. 
Die Untersuchung der Haptoglobinkonzentration in uterinen Sekretproben wurde mit 
Hilfe des ANOVA Tukey’s Multiple Comparison Testes ausgewertet. 
Es werden bei allen Ergebnissen jeweils der Mittelwert der jeweiligen Untersuchung 
sowie der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Anteil CD11b positiver Leukozyten 
Zur Ermittlung des nativen Verhältnisses von CD11b positiven Leukozyten zu CD11b 
negativen Leukozyten wurden 63 FITC markierte aber ungetrennte Ansätze 
ausgezählt. Dabei stellte sich das Mengenverhältnis folgendermaßen dar: Im Mittel 
waren 31,99±8,97% der Leukozyten FITC markiert, also entsprechend als CD11b 
positiv anzusehen. Das Minimum lag bei 5,56% während das Maximum bei 50% zu 
finden ist (Abbildung 3.1). 
31,99%
68,01%
Anteil CD11b positiv Anteil CD11b negativ
 
Abbildung 3.1: Leukozytenanteile vor der Trennung 
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3.2 Aufreinigung CD 11b positiver Leukozyten  
Zu Beginn der Trennung wurden bei den ersten 9 Ansätzen 4 Waschritte 
durchgeführt. Es zeigte sich allerdings, dass dies nicht ausreichend war, denn es 
wurde eine Reinheit von im Mittel 72,59% erreicht (Abbildung 3.2). 
72,59%
27,41%
Anteil CD11b positiv Anteil CD11b negativ
 
Abbildung 3.2: Leukozyten Anteile nach Trennung und 4 Waschschritten 
Um das Ergebnis der Trennung zu steigern wurden bei den folgenden insgesamt 32 
Ansätzen die Anzahl der Waschschritte von bisher 4 auf 6 erhöht. Das brachte eine 
Verbesserung der Aufreinigung um 24,5%. Dementsprechend lag die Reinheit der 
Trennung nun im Mittel bei 97,09%, der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 
betrug 6,4 (Abbildung 3.3). Vergleicht man den Anteil CD11b positiver Leukozyten 
vor und nach der Auftrennung (mittels Students T-Test) so ergab sich eine hoch 
signifikante Steigerung der Reinheit der CD11b positiven Leukozyten (p < 0,0001). 
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97,09%
2,91%
Anteil CD11b positiv Anteil CD11b negativ
 
Abbildung 3.3: Leukozytenanteile nach Trennung und 6 Waschschritten 
Die Ergebnisse der Aufreinigung wurden mittels Fluoreszensmikroskopie 
ausgewertet. Abbildung 3.4 zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von 
FITC markierten Leukozyten vor der Trennung durch MicroBeads. Im Vergleich 
zeigte sich eine deutliche Aufreinigung der FITC markierten Zellen nach der 
Trennung durch MicroBeads (Abbildung 3.5). Die dargestellten FITC markierten 
Zellen sind die CD11b positiven Leukozyten  
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Abbildung 3.4: FITC markierte CD11b positive Leukozyten vor Aufreinigung 
 
Abbildung 3.5: FITC markierte CD11b positive Leukozyten nach Aufreinigung 
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3.3 Adhäsions-/Invasionsverhalten der CD11b positiven 
Leukozyten 
3.3.1 Haptoglobin1-1 
Insgesamt wurden je 20 Wells mit einer Konzentration von 100 µg, 50 µg, 10 µg 
sowie 0 µg Haptoglobin1-1 pro ml Matrigel untersucht. Es zeigte sich, dass bei einer 
Konzentration von 100 µg Haptoglobin1-1 pro ml Matrigel im Mittel 109,8 Leukozyten 
adhärierten bzw. einwanderten (SEM 24,13) (Tabelle 3.1). In der Versuchsreihe mit 
der 50 µg Haptoglobin1-1 pro ml Matrigel Konzentration adhärierten bzw. wanderten 
im Mittel 195 Leukozyten ein (SEM 24,04) (Tabelle 3.1). Der Mittelwert der 
adhärierten bzw. eingewanderten Leukozyten bei einer Konzentration von 10 µg 
Haptoglobin1-1 pro ml Matrigel betrug 344,2 Zellen bei einem SEM von 40,17 
(Tabelle 3.1). Bei der Untersuchung des Adhäsions- bzw. Invasionsverhaltens der 
Leukozyten bei einer Konzentration von 0 µg Haptoglobin1-1 pro ml Matrigel ergab 
sich ein Mittelwert von 390,5 eingewanderten Zellen bei einem SEM von 48,12 
(Tabelle 3.1). 
Im Vergleich zu der Konzentration von 0 µg/ml Haptoglobin1-1/ Matrigel zeigte die 
Inkubation mit 100 µg Haptoglobin1-1 pro ml Matrigel (390,5±48,12 gegenüber 
109,8±24,13; 0 µg gegenüber 100 µg) eine hochsignifikante Reduktion an 
eingewanderten bzw. adhärierten Leukozyten (p < 0,001). Auch der Vergleich der 
100 µg Haptoglobin1-1/ml Matrigel Konzentration mit der Konzentration von 10 µg/ml 
Haptoglobin1-1/Matrigel (109,8±24,13 gegenüber 344,2±40,17; 100 µg gegenüber 
10 µg) zeigte eine hochsignifikante Reduktion der Leukozyteneinwanderung/-
adhäsion (p < 0,001), während beim Vergleich zur 50 µg Haptoglobin1-1/ml Matrigel 
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Konzentration (109,8±24,13 gegenüber 195±24,04; 100 µg gegenüber 50 µg) keine 
signifikante Reduktion zu erkennen war (p > 0,05). 
Weiterhin ergab sich eine signifikante Leukozytenreduktion beim Vergleich der 50 µg 
Haptoglobin1-1/ml Matrigel Konzentration zur Konzentration von 0 µg/ml 
Haptoglobin1-1/Matrigel (195±24,04 gegenüber 390,5±48,12; 50 µg gegenüber 0 µg) 
(p < 0,01). Auch der Vergleich der 50 µg Haptoglobin1-1/ml Matrigel Konzentration 
zur Konzentration von 10 µg/ml Haptoglobin1-1/ Matrigel zeigte eine signifikante 
Reduktion der Leukozytenadhäsion bzw. -invasion (195±24,04 gegenüber 
344,2±40,17; 50 µg gegenüber 10 µg) (p < 0,05). 
Vergleicht man die Ergebnisse der Inkubation mit 10 µg Haptoglobin pro ml Matrigel 
mit denen bei 0 µg Haptoglobin pro ml Matrigel (344,2±40,17 gegenüber 
390,5±48,12; 10 µg gegenüber 0 µg), so ergaben sich keine signifikanten 
Veränderungen an adhärierten bzw. eingewanderten Leukozyten (p > 0,05). 
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0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml
214 26 240 49
309 111 296 23
223 185 239 2
213 248 383 77
471 270 238 110
180 141 60 227
145 69 76 46
110 360 69 89
135 402 47 54
691 272 82 6
798 370 71 14
403 614 90 298
679 607 176 251
366 413 171 290
525 578 283 310
645 380 245 197
332 376 239 42
558 356 207 36
596 547 365 41
216 559 323 34
Mittelwert 390,45 344,2 195 109,8
Standardfehler 48,12 40,17 24,02 24,13
Konzetration Haptoglobin 1-1
 
Tabelle 3.1: Ergebnisse der Untersuchung der Adhäsion/Invasion von Leukozyten/0,2 cm2 
Matrigel bei Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von 
Haptoglobin 1-1 
 
3.3.2 Haptoglobin 2-2 
Insgesamt wurden je 20 Wells, mit einer Konzentration von 100 µg, 50 µg, 10 µg 
sowie 0 µg Haptoglobin 2-2 pro ml Matrigel untersucht. Bei der Untersuchung der 
100 µg Haptoglobin2-2/ml Matrigel ergab sich ein Mittelwert an eingewanderten bzw. 
adhärierten Zellen von 285,9 Leukozyten mit einem SEM von 11,28.  
Im Mittel adhärierten bzw. wanderten bei der 50 µg Haptoglobin2-2 pro ml Matrigel 
Konzentration 335,7 Leukozyten ein, der SEM lag bei 20,5. In der Versuchsreihe mit 
einer Konzentration von 10 µg Haptoglobin2-2 pro ml Matrigel betrug der Mittelwert 
an eingewanderten bzw. adhärierten Zellen 343 Leukozyten, bei einem SEM von 9,1. 
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Des Weiteren war festzustellen, dass bei einer Konzentration von 0 µg Haptoglobin 
im Mittel 398,4 Leukozyten einwanderten bzw. adhärierten, der SEM betrug 20,22. 
Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Leukozytenzahlen im Vergleich der 
100 µg Haptoglobin pro ml Matrigel Konzentration zur 0 µg/ml 
Haptoglobin2-2/Matrigel Konzentration (285,9±11,28 gegenüber 398,4±20,22; 100 µg 
gegenüber 0 µg) (p < 0.001). Jedoch war für die 100 µg Haptoglobin2-2 pro ml 
Matrigel Konzentration weder im Vergleich zur 10 µg Haptoglobin2-2/ml Matrigel 
Konzentration (285,9±11,28 gegenüber 343±9,1; 100 µg gegenüber 10 µg) (p > 0,05) 
noch im Vergleich zur 50 µg/ml Haptoglobin2-2 Konzentration (285,9±11,28 
gegenüber 335,7±20,5; 100 µg gegenüber 50 µg) (p>0,05) ein signifikanter 
Unterschied in der Anzahl der eingewanderten bzw. adhärierten Leukozyten zu 
erkennen. 
Vergleicht man die Ergebnisse der 50 µg Haptoglobin2-2/ml Matrigel Konzentration 
mit denen der 0 µg Haptoglobin2-2/ml Matrigel Konzentration (335,7±20,5 gegenüber 
398,4±20,22; 50 µg gegenüber 0 µg) so zeigt sich eine signifikante Reduktion an 
eingewanderten bzw. adhärierten Leukozyten (p < 0,05). Jedoch ergab sich beim 
Vergleich der Ergebnisse der 50 µg Haptoglobin2-2/ml Matrigel Konzentration zur 
10 µg Haptoglobin2-2 pro ml Matrigel Konzentration (335,7±20,5 gegenüber 343±9,1; 
50 µg gegenüber 10 µg) keine signifikante Reduktion an adhärierten bzw. 
eingewanderten Leukozyten (p>0,05). 
Im Vergleich der 10 µg Haptoglobin2-2 pro ml Matrigel Konzentration zur 0 µg 
Haptoglobin2-2/ml Matrigel Konzentration (343±9,1 gegenüber 398,4±20,22; 50 µg 
gegenüber 0 µg) ergab sich keine signifikante Reduktion an adhärierten bzw. 
eingewanderten Leukozyten(p > 0,05) 
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0µg/ml 10µg/ml 50µg/ml 100µg/ml 
221 229 237 233
372 319 301 275
397 333 221 227
144 371 240 141
485 292 230 295
408 387 292 239
380 359 419 293
479 329 409 253
355 396 323 279
575 304 243 350
391 372 168 279
369 365 424 327
379 352 367 308
447 359 357 337
425 407 449 328
412 335 456 354
399 327 339 295
429 309 384 287
459 349 398 287
441 365 456 331
Mittelwert 398,35 342,95 335,65 285,9
Standardfehler 20,22 9,109 20,05 11,28
Konzentration Haptoglobin 2-2
 
Tabelle 3.2: Ergebnisse der Untersuchung von Leukozyten/0,2 cm2 Matrigel bei Inkubation 
mit verschieden Konzentrationen von Haptoglobin 2-2 
 
3.4 Wanderverhalten der CD11b negativen Leukozyten  
Insgesamt wurden 40 Wells a 50.000 CD11b negativen Leukozyten inkubiert. Von 
diesen 40 Wells waren 20 mit einer reinen Gelmatrix ohne Haptoglobin ausgestattet, 
während die anderen 20 Wells eine Gelmatrix mit einer Konzentration von 100 µg 
Haptoglobin1-1/ ml Matrigel aufwiesen. 
Es zeigte sich, dass in die reine Gelmatrix im Mittel 607,8 Zellen einwanderten bzw. 
adhärierten. Der SEM lag bei 12,62 (Tabelle 3.3).  
Für die Gelmatrix mit der Konzentration von 100 µg/ml Haptoglobin1-1 lag der 
Mittelwert an eingewanderten bzw. adhärierten Zellen bei 621,4, der SEM betrug 
34,18 (Tabelle 3.3).  
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Vergleicht man nun die Ergebnisse der Leukozytenadhäsion bzw. -invasion in der 
reinen Gelmatrix mit den Ergebnissen der Adhäsion bzw. Invasion in die Matrix mit 
der 100 µg/ml Haptoglobinkonzentration (607,8±12,62 gegenüber 621,4±34,18; 
100 µg gegenüber 0 µg), so ergibt sich kein signifikanter Unterschied der 
Einwanderungsanzahl (p > 0,05). 
0µg/ml 100µg/ml
680 645
540 510
631 709
693 684
625 630
658 582
628 641
618 358
625 684
615 783
685 501
692 697
518 718
585 685
563 694
535 163
528 747
591 685
548 691
598
Mittelwert 607,8 621,42
Standardfehler 12,62 34,18
Konzentration Haptoglobin
 
Tabelle 3.3: Ergebnisse der Invasion bzw. Adhäsion CD11b negativen Leukozyten/0,2 cm2 
Matrigel mit und ohne Haptoglobin 
Insgesamt wird deutlich, dass die Wirkung von Haptoglobin sich auf CD11b positive 
Leukozyten beschränkt, da sich keine signifikanten Adhäsions-/Invasionunterschiede 
bei der Inkubation von CD11b negativen Leukozyten zeigten. Weiterhin zeigte sich, 
dass Haptoglobin1-1 eine deutlichere Reduktion der Leukozytenadhäsion/-invasion 
bewirkt als Haptoglobin2-2 (Abbildung 3.6).  
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Abbildung 3.6: Einfluß von Haptoglobin1-1 bzw. 2-2 auf die Adhäsion/Invasion von CD11b 
positiven Leukozyten 
 
3.5 Konzentration von Haptoglobin in humanen uterinen Sekreten 
Es wurden Proben von fertilen Frauen mit normwertigem Östrogen- sowie 
Progesteronstatus aus der Gemeinschaftspraxis von Prof. Dr. Sterzik in Ulm 
untersucht. 
Unter Berücksichtigung der Zyklustage wurde der Gehalt an Haptoglobin immer 
jeweils bezogen auf 5 µg Gesamtprotein untersucht. 
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Es ergab sich im Mittel ein Gesamtproteingehalt von 65 mg Protein pro ml Sekret. 
Weiterhin ergaben sich je nach Zyklustag schwankende Konzentrationen an 
Haptoglobin. An Tag 14/15 waren im Mittel 19,3±1,45 ng Haptoglobin pro 5 µg 
Protein zu finden. An Tag 16/17 lag der Mittelwert bei 20,06±6,49 ng Haptoglobin pro 
5 µg Protein. Tag 18/19 zeigte sich eine Konzentration von im Mittel 12.9±3,18 ng 
Haptoglobin pro 5 µg Protein. Die mittlere Konzentration von Haptoglobin lag an Tag 
20/21 bei 26,9±4,86 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein. Für Tag 22/23 ergab sich eine 
Konzentration von im Mittel 23,37±4,95 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein. Der 
Mittelwert der Konzentration an Tag 24/25 lag bei 20,98±4,87 ng Haptoglobin pro 
5 µg Protein. An Tag 26/27 wurde eine mittlere Konzentration von 24,03±6,22 ng 
Haptoglobin pro 5 µg Protein festgestellt. An Tag 28/29 lag der Mittelwert der 
Konzentration bei 19,33±1,34 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein (Tabelle 3.4).  
Zyklustag Mittelwert Standardfehler
14/15 22 17,2 14,8 22,4 20,1 19,30 1,453
16/17 43,8 4,7 15,9 20,8 15,1 20,06 6,488
18/19 8,3 20,9 20,3 6 9 12,90 3,184
20/21 18,4 45 27,8 24,6 18,7 26,90 4,864
22/23 14,5 24 31,6 23,37 4,946
24/25 8,4 34,3 14 18,2 30 20,98 4,866
26/27 9,9 38 18,2 30 24,03 6,221
28/29 17,2 19 21,8 19,33 1,338
ng Haptoglobin pro 5µg Protein
 
Tabelle 3.4: Haptoglobinkonzentration in Abhängigkeit vom Zyklustag in ng pro 5 µg 
Protein  
In Abbildung 3.7 ist exemplarisch das Röntgenbild einer Blotmembran dargestellt. 
Deutlich zu erkennen sind die Haptoglobin α Kette sowie die Haptoglobin β Kette, die 
sich auf der Blotmembran bei 46 kDa bzw. 21,5(α2)/14,3(α1) kDa darstellen 
(Abbildung 3.7). Dies entspricht den in der Literatur beschriebenen Größen der 
Haptoglobinuntereinheiten (Hoffmann et al., 1996). Im Vergleich zeigt die Coomassie 
Färbung, dass die Banden bei 46 kDa sowie bei 21,5 kDa und 14,3 kDa (Abb. 3.8) 
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keine Massenproteine darstellen und somit eine unspezifische Bindung 
auszuschließen ist.  
97,4 kDa
66 kDa
46 kDa
30 kDa
21,5 kDa
14,3 kDa
2814 20 22 24 2616 18
Zyklustag
 
Abbildung 3.7: exemplarische Darstellung von Haptoglobin über den Zyklus mittels 
Westernblotanalyse 
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Abbildung 3.8: Coomassie-Kontrollfärbung der in Abb. 3.7 dargestellten Westernblotmembran 
Zum quantitativen Vergleich wurde ein Haptoglobinstandard (Abbildung 3.9) 
angefertigt. 
97,4 kDa
66 kDa
46 kDa
30 kDa
21,5 kDa
14,3 kDa
192 96 1,548 24 12 6 3
ng Haptoglobin
 
Abbildung 3.9: Haptoglobin Standarddarstellung im Westernblot 
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Obwohl sich die Haptoglobinwerte in der postovulatorischen Phase kaum signifikant 
unterscheiden (22±1,09 ng/5µg Protein), zeigte sich an Tag 18/19 ein Einbruch der 
Haptoglobinwerte auf 12,9±3,18 ng/5 µg Protein (Abbildungen 3.7, 3.9 und 3.10). 
Anschließend kam es zu einem signifikanten Anstieg der Haptoglobinkonzentration 
im uterinen Sekret von Tag 18/19 zu Tag 20/21 (12,9±3,18 ng Haptoglobin pro 5 µg 
Protein gegenüber 26,9±4,86 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein; Tag 18/19 gegenüber 
Tag 20/21; p < 0,05) (Abbildungen 3.7, 3.9 und 3.10).  
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Abbildung 3.10: Graphische Darstellung der Haptoglobinwerte in uterinen Sekreten über den 
Zyklus 
An den nachfolgenden Tagen (Tag 24/25-28/29) war kein signifikanter Abfall der 
Haptoglobin Konzentration und auch kein signifikanter Anstieg der 
Haptoglobinkonzentration mehr zu verzeichnen (20,98±4,86 ng Haptoglobin pro 5 µg 
Protein gegenüber 24,03±6,22 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein; Tag 24/25 
gegenüber Tag 26/27) (24,03±6,22 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein gegenüber 
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19,33±1,33 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein; Tag 26/27 gegenüber Tag 28/29; 
p > 0,05) (Abbildungen 3.7, 3.9 und 3.10). 
Auch an den vorausgegangenen Zyklustagen (Tag 14/15-18/19) erfolgte kein 
signifikanter Anstieg bzw. Abfall der Haptoglobinkonzentration (19,3±1,45 ng 
Haptoglobin pro 5 µg Protein gegenüber 20,06±6,48 ng Haptoglobin pro 5 µg; Tag 
14/15 gegenüber Tag16/17) (20,06±6,48 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein gegenüber 
12.9±3,18 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein; Tag 16/17 gegenüber Tag 18/19; 
p > 0,05) (Abbildungen 3.7, 3.9 und 3.10). 
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4 Diskussion 
Eine Gravidität bei Säugetieren stellt immer ein immunologisches Problem dar: Der 
mütterliche Organismus muss in der Lage sein, über Wochen und Monate einen 
immunologisch fremden Körper, den Embryo, zu tolerieren, ja sogar zu ernähren.  
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Abbildung 4.1: Erklärungsvorschläge für immunologisches Problem nach Medawar (1953) 
Für Peter Medawar (1953) gab es drei mögliche Erklärungen für die Lösung dieses 
immunologischen Problems (Abbildung 4.1):  
a) Die anatomische Trennung des Foetus von der Mutter  
b) Die antigene Unreife des Foetus  
c) die immunologische Trägheit und Indolenz der Mutter. 
Punkt a) ist mit Sicherheit ein sehr wichtiger Punkt. Durch die strikte Trennung der 
beiden Kreisläufe ist eine Trennung des Foetus von der Mutter gegeben, jedoch 
nehmen embryonale Trophoblastzellen und maternales Endometrium während der 
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Plazentation direkten Kontakt auf (Billington, 2003). Des Weiteren kommt es im Laufe 
der Plazentation zu direkten Kontakten des fetalen Gewebes mit maternalen uterinen 
Epithelien. Im einfachsten Falle liegt das fetale Chorion dem maternalen intakten 
Gebärmutterepithel an (Paarhufer und Halbaffen), bei anderen niederen Primaten 
sind direkte Gewebekontakte zwischen Chorion und Endothel der maternalen 
Kapillaren beschrieben, alle höheren Primaten einschließlich des Menschen weisen 
eine Plazenta auf, in der das Chorion direkt vom mütterlichen Blut umspült ist 
(Kaufmann, 1990). In Anbetracht dieser Gewebekontakte muss der Embryo also 
durch weitere Mechanismen vor einer möglichen Abstoßungsreaktion geschützt sein. 
Zu Punkt b) gibt es Studien, die zeigen, dass auf den embryonalen Trophoblastzellen 
auch MHC Moleküle exprimiert werden. Jenkinson und Owen (1980) und Billington 
und Burrows (1986) sowie Donaldson et al. (1994) und auch Ellis et al. (1998) 
zeigten, dass in Mäusen, Ratten, Kühen und Pferden der Trophoblast väterlich 
geprägte MHC1 Moleküle exprimiert. 
Des Weiteren konnten HLA-E Moleküle und HLA-G Moleküle auf humanem 
Amniochorion in direktem Kontakt zu mütterlichen Decidua Zellen gefunden werden 
(Houlihan et al., 1995). Diese Ergebnisse zeigen, dass embryonale Zellen antigene 
Eigenschaften haben und diese auch dem mütterlichen Gewebe präsentieren. 
Antigene Unreife als Möglichkeit, nicht vom mütterlichen Immunsystem als fremd 
erkannt zu werden, kann folglich nicht oder zumindest nicht alleine dafür 
verantwortlich sein, dass der Embryo nicht abgestoßen wird. 
So bleibt schließlich noch Punkt c) zu berücksichtigen. Hier liegt es nahe, die 
Möglichkeit einer lokalen Immuntoleranz anzunehmen. 
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Die vorliegende Untersuchung hat zum Ziel einen möglichen Zusammenhang 
zwischen Haptoglobin und Immuntoleranz während der frühen Schwangerschaft bzw. 
in der preimplantativen Phase zu untersuchen.  
Erste Untersuchungen zum Haptoglobin als endometriales Protein wurden am 
Kaninchen durchgeführt. Thie et al. (1984) und Anderson et al. (1986) konnten 
periimplantativ ein Glycoprotein in uterinem Gewebe nachweisen. Es zeigte sich, 
dass dieses Glycoprotein auf epithelialen Oberflächen des Uterus lokalisiert ist. 
Immunfluoreszenz Analysen boten ein noch differenzierteres Bild. Hoffmann et al. 
(1990, 1996) zeigten die erste Sekretion dieses 42 kDa Glykoproteins (GP42) an 
Tag 4 nach Befruchtung. Bis zum Tag 6 nach Befruchtung, Tag der Adhäsion des 
Embryos an das Endometrium, steigerte sich die Expression noch. In 
anschließenden Sequenzierungen deckten Hoffmann et al. (1996) auf, dass 
zumindest die ersten 13 N-terminalen Aminosäuren von GP42 identisch mit denen 
der α-Kette des Haptoglobins sind. 
In weiteren Studien wurde bestätigt, dass es sich bei dem Glycoprotein GP42 
tatsächlich um Haptoglobin handelt (Olson et al., 1997). Darüber hinaus zeigten 
diese Studien eine stadienspezifische Expression von Haptoglobin-mRNA kurz vor 
und während der Implantation des Embryos. Somit konnten Olson et al. (1997) und 
Herrler et al. (2004) demonstrieren, dass es sich bei dem in verschiedenen Studien 
nachgewiesenen Haptoglobin nicht um eine Plasmatransudation sondern tatsächlich 
um in utero exprimiertes Haptoglobin handelt. 
Weiterhin wurde Haptoglobin in Decidua-Gewebe postpartal gefunden (Berkova et 
al., 1998). Auch in uterinen Sekreten zyklischer Frauen konnte während der 
sekretorischen Phase Haptoglobin nachgewiesen werden (Beier und Beier-Hellwig, 
1998). Weiterhin boten endometriale Gewebe nicht Schwangerer im Vergleich zu 
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dem Schwangerer eine wesentlich geringere Konzentration von Haptoglobin 
(Berkova et al., 2001). 
Im Tiermodell, bei Kaninchen wurde die Haptoglobinexpression während der 
gesamten Preimplantationszeit im Uterus sowie im Ovidukt und auch in 
embryonalem Gewebe beim Kaninchen untersucht (Herrler et al., 2004). Diese 
Untersuchungen zeigten, dass Haptoglobin sowohl im Ovidukt als auch im 
Endometrium exprimiert wird, nicht jedoch in myometrialem Gewebe und auch nicht 
im Embryo (Olson et al., 1997; Herrler et al., 2004). Allerdings zeigte sich, dass 
maternales Haptoglobin in die extrazellulären Matrices des Embryos aufgenommen 
wird. Im Ovidukt ist an Tag 1-6 nach Befruchtung Haptoglobin nachzuweisen. Dabei 
sind im Isthmus höhere Konzentrationen zu finden, als in der Ampulle. Interessant ist 
das, da der größte Teil der preimplantativen Entwicklung des Embryos hier 
stattfindet. Weiterhin lassen sich im Eileitersekret besonders periovulatorisch sehr 
hohe Haptoglobinkonzentrationen finden (Herrler et al., 2004). Dies ist 
immunmodulatorisch sinnvoll, da es periovulatorisch zu einer Befruchtung der Eizelle 
kommen soll. Die Spermien tragen jedoch väterliche MHC Moleküle und können 
somit als fremde Antigene erkannt werden. 
Im Uterussekret des Kaninchens ist frühestens am Tag 4, bzw. bei den meisten 
Endometrien erst an Tag 5 nach Befruchtung Haptoglobin nachzuweisen. Bis zum 
Tag 6 steigt die Haptoglobinkonzentration im uterinen Sekret sogar noch 
hochsignifikant an (Herrler et al, 2004). Während dieses Zeitraumes erreicht die 
Zygote den Uterus. Hier stellt sie ein körperfremdes Antigen aufgrund der väterlichen 
MHC Moleküle dar. Eine Immuntoleranz innerhalb dieses Zeitraumes ist also 
sinnvoll. 
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Die Tatsache, dass Haptoglobin in der preimplantativen Phase sowie bei 
Schwangeren gegenüber nicht Schwangeren in erhöhten Konzentrationen im Uterus 
gefunden wird, deutet auf eine schwangerschaftsspezifische Funktion von 
Haptoglobin im Uterus hin. Weiterhin ist interessant, dass dieses maternale Protein in 
hohem Maße in die extraembryonalen Hüllen des Embryos eingelagert wird.  
Es stellt sich nun die Frage nach der Funktion des Haptoglobins im periimplantativen 
Embryo-Maternalen Interface. 
Die Funktionen von Haptoglobin sind sehr vielseitig und zu einem großen Teil noch 
nicht vollständig aufgeklärt. Die bekannteste Funktion von Haptoglobin ist sicherlich 
die Carrier-Funktion für Hämoglobin. Haptoglobin ist in der Lage Hämoglobin zu 
binden und so einen Abtransport über das retikuloendotheliale System zu 
ermöglichen. Aber auch eine inhibitorische Wirkung auf Viren und 
Prostaglandin H Synthase ist bekannt. Haptoglobin scheint die Proliferation von 
Lymphozyten sowie B-Zellen supprimieren zu können. Interessant ist auch, dass bei 
chronisch entzündlichen Zuständen erniedrigte Serumkonzentrationen von 
Haptoglobin gefunden werden (Dobryszycka et al., 1997). Das deutet auf eine 
erhöhte Immunreagibilität in Abwesenheit von Haptoglobin hin. Tatsächlich kann 
Haptoglobin eine Immunreaktion über bestimmte Leukozyten, nämlich CD11b 
positive Leukozyten blockieren (Dobryszycka et al., 1997).  
Diese CD11b positiven Leukozyten, sind Granulozyten, Monozyten sowie Natural 
Killer Cells. Den CD11b Antigenen kommt in inflammatorischen Situationen eine 
besondere Rolle zu. So werden, durch Infektion, Trauma oder Ischämie vermittelt, 
Mediatoren freigesetzt, die zur Margination, Adhäsion und Migration von im Blut 
zirkulierenden Leukozyten ins Gewebe führen (Butcher, 1991). Dabei wird die 
Adhäsion an der Endothelzelle sowie die Diapedese von CD11b Rezeptoren 
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vermittelt. Komplementfaktoren und Interleukin 6 führen auf den Leukozyten zu einer 
Erhöhung von funktionellem also bindungsfähigem CD11b. Der endotheliale Ligand 
für CD11b ist das ICAM1 Adhäsionsmolekül, welches durch die beschriebenen 
aktivierenden Stimuli auf den Endothelzellen vermehrt exprimiert wird. (Wendt, 2005; 
Parkos,1997). Weiterhin konnte Crockett-Torabi et al. (1995) zeigen, dass die 
Bindung zwischen L-Selektin und seinen endothelialen Liganden, wie sie bei der 
Margination der Granulozyten auftritt, zu einer verstärkten Expression von CD11b 
führt. Diese Bindung von CD11b an Adhäsionsmoleküle des Endothels ist eine sehr 
feste Bindung, die von den im strömenden Blut auftretenden Scherkräften 
unbeeinflusst bleibt. Außerdem ist sie die Voraussetzung für die nachfolgende 
transendotheliale Migration der Granulozyten. Auch diese transendotheliale Migration 
sowie die Migration durch Epithelien wird unter anderem von CD11b Rezeptoren 
gesteuert (Wendt, 2005; Chavakis et al., 2004; Zen et al., 2004).  
Die oben beschriebene Tatsache, dass Haptoglobin in extraembryonale Matrices 
aufgenommen wird, legt eine Beteiligung von Haptoglobin am Embryo-Maternalen 
Dialog nahe. Eine mögliche Funktion des Haptoglobins im Zusammenhang mit 
dessen Beteiligung am Embryo-Maternalen Dialog ist die immunmodulatorische 
Wirkung. 
Ziel dieser Studie ist, die Funktion von Haptoglobin auf die Aktivität von Leukozyten 
näher zu beleuchten. Zur Untersuchung dieser Funktion waren aus humanen 
Blutprodukten gewonnene Leukozytenkonzentrate notwendig. Darüber hinaus 
wurden die Leukozyten hinsichtlich ihrer antigenen Eigenschaften nach CD11b 
positiven Leukozyten und CD11b negativen Leukozyten getrennt. Dieser Trennschritt 
war notwendig, um eine weitere Konzentration und vor allem eine „Auslese“ der 
CD11b positiven Leukozyten vorzunehmen. 
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Haptoglobin bindet nur an bestimmte Leukozyten. El Ghmati et al. (1996) konnten 
über Immunoassays zeigen, dass Haptoglobin an THP1 und U937 Promonozyten, 
Monozyten, Granulozyten und eine Untergruppe von CD8 positiven T Zellen sowie 
Natural Killer Cells bindet. Im weiteren Verlauf dieser Studie wurden Immunoassays 
mit anti CD11b Antikörpern, Haptoglobin und THP1 und U937 Zelllinien durchgeführt. 
Tatsächlich verhinderte der CD11b Antikörper, dass Haptoglobin an die HP1 und 
U937 Zelllinien bindet. Weiterhin zeigte eine Inkubation von Haptoglobin mit 
gereinigtem CD11b, dass es tatsächlich und direkt der CD 11b Rezeptor ist, an den 
Haptoglobin bindet. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass sich 
Haptoglobin über eine CD11b Bindung in die Regulation der Zellfunktionen 
einschaltet, und so eine Immunantwort modulieren kann. 
Entsprechend habe ich CD11b positive Leukozyten auf deren Verhalten bei einer 
Inkubation mit Haptoglobin untersucht. 
Die Trennung erfolgte über an beads gekoppelte CD11b Antikörper und über einen 
magnetisierten Filter. In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass 
31,99±8,97% aller Leukozyten in den von mir untersuchten Proben positiv für den 
CD11b Rezeptor sind. So konnten die Leukozyten effektiv getrennt werden ohne sie 
zu beschädigen, sodass sie auch weiterhin funktionell aktiv bleiben 
(Milteny Biotec, 2005). Anfangs wurde eine Aufreinigung von 72,59% CD11b 
positiven Leukozyten erreicht. Das hätte jedoch bedeutet, auch 27,41% Leukozyten 
ohne CD11b Rezeptor in Kauf zu nehmen. Diese Aufreinigung war nicht effektiv 
genug, da sie durch den relativ großen Anteil an CD11b negativen Leukozyten zu 
einer Verfälschung des Ergebnisses hätte führen können. Haptoglobin bindet an 
CD11b Rezeptoren, wobei diese Rezeptoren nicht spezifisch für Haptoglobin sind. 
Haptoglobin aber bindet spezifisch an diese eine Klasse von Rezeptoren, und ist in 
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der Lage sie somit zu blockieren (El Ghmati et al., 1996). Eine größere Menge von 
CD11b negativen Leukozyten zuzulassen, hätte bedeutet auch eine größere Menge 
an Leukozyten in Kauf zu nehmen, die Haptoglobin weder binden noch blockieren 
kann (El Ghmati et al., 1996) 
Um das gewünschte Ergebnis zu erreichen wurden weitere Waschschritte 
durchgeführt. Dies führte zu einem Anteil von 97,09% CD11b positiven Leukozyten, 
sodass nur noch 2,91% CD11b negative Leukozyten vorhanden waren.  
Das Verhalten dieser Leukozyten bei Inkubation mit Haptoglobin wurde untersucht. 
Getestet wurden verschiedene Konzentrationen von Haptoglobin1-1 und 
Haptoglobin2-2. So konnte nicht nur eine qualitative Aussage über eine mögliche 
Immunregulation durch Haptoglobin getroffen werden, sondern auch eine 
Konzentrationsabhängigkeit dargestellt werden. 
Es wurden Gelmatrices mit 10 µl, 50 µl und 100 µl Haptoglobin aber auch ganz ohne 
Haptoglobin verwendet. Diese Konzentrationen wurden jeweils für Haptoglobin1-1 
sowie für Haptoglobin2-2 hergestellt. Jeweils 50.000 Leukozyten wurden auf eine 
Gelmatrix (0,2 cm2) gegeben und inkubiert. So sollte eine Vergleichbarkeit der 
absoluten Leukozytenzahlen der einzelnen Haptoglobinkonzentrationen wie auch 
Haptoglobin-Subtypen gewährleistet sein. 
Beim Auszählen der Leukozyten zeigten sich signifikante Unterschiede. So waren 
nach Inkubation mit Haptoglobin1-1 in der Konzentration von 50 µg Haptoglobin1-1 
pro ml Matrigel (195±24,04 gegenüber 390,5±48,12; 50 µg gegenüber 0 µg; p < 0,01) 
sowie auch in der 100 µg Haptoglobin1-1 pro ml Matrigel Konzentration (390,5±48,12 
gegenüber 109,8±24,13; 0 µg gegenüber 100 µg; p < 0,001) hochsignifikant weniger 
Leukozyten zu finden als bei Inkubation ohne Haptoglobin.  
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Vergleicht man die Inkubationen untereinander, so war noch einmal eine relevante 
Leukozytenreduktion bei 100 µg Haptoglobin1-1/ml im Vergleich zu 10 µg 
Haptoglobin1-1/ml zu finden (109,8±24,13 gegenüber 344,2±40,17; 100 µg 
gegenüber 10 µg; p < 0.001). Auch bei 50 µg Haptoglobin1-1 pro ml Matrigel zeigte 
sich im Vergleich zu 10 µg Haptoglobin1-1 pro ml Matrigel eine signifikante 
Reduktion der Leukozyten (195±24,04 gegenüber 344,2±40,17; 50 µg gegenüber 
10 µg; p < 0,05).  
Die Ergebnisse für die Untersuchungsreihen mit Haptoglobin2-2 zeigten eine 
ähnliche aber deutlich schwächere Wirkung. Es ergab sich eine signifikante 
Reduktion von Leukozyten für die 100 µg Haptoglobin2-2 pro ml Matrigel 
Konzentration im Vergleich zur Inkubation ohne Haptoglobin (285,9±11,28 
gegenüber 398,4±20,22; 100 µg gegenüber 0 µg; p < 0,001). Auch die 50 µg 
Haptoglobin2-2 pro ml Matrigel Konzentration zeigte im Vergleich zur Inkubation 
ohne Haptoglobin signifikante Ergebnisse (335,7±20,5 gegenüber 398,4±20,22; 
50 µg gegenüber 0 µg; p < 0,05). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass 
Haptoglobin in der Lage ist, die Invasivität von Leukozyten mit CD11b Rezeptoren zu 
beeinflussen. So sind die Leukozyten in Anwesenheit von Haptoglobin nur noch 
reduziert in der Lage eine Gelmatrix zu binden oder einzuwandern. Des Weiteren 
zeigt die Studie eine Konzentrationsabhängigkeit dieser Vorgänge. Die stärkste 
Wirkung zeigte sich bei einer Konzentration von 100 µl Haptoglobin pro ml Matrigel, 
während in den 10 µl Haptoglobinkonzentrationen die Reduktion der 
Bindungsfähigkeit nicht mehr signifikant war. 
Weiterhin gibt es Studien, die gezeigt haben, dass zwischen den beiden Isoformen 
von Haptoglobin funktionelle Unterschiede bestehen (Dobryszycka, 1997), die eine 
mögliche klinische und biologische Relevanz haben könnten. So konnten unter 
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anderem ein Wirkungsunterschied bei der Reaktion mit Hämoglobin sowie eine 
unterschiedliche antioxidative Aktivität gegenüber der durch Hämoglobin stimulierten 
Lipid-Peroxidase, wie auch der inhibitorische Effekt auf die Prostaglandin Synthetase 
gezeigt werden. Hierbei wurde jeweils bei Haptoglobin1-1 die stärkste Wirkung 
nachgewiesen (Gutteridge, 1987; Lange, 1992). Im Gegensatz dazu zeigt 
Haptoglobin2-2 bei der Agglutination von Streptokokkus pyogenes sowie in Bezug 
auf Angiogenesestimulation eine stärkere Aktivität als Haptoglobin 1-1 (Lämmler et 
al., 1988; Köhler et al., 1978). 
Andere Untersuchungen haben sich mit dem Einfluss der unterschiedlichen 
Haptoglobin Genotypen auf die natürliche Fertilität befasst. Bottini et al. (1999) 
konnten in einer groß angelegten Studie (n = 679) zeigen, dass Frauen, die 
Haptoglobin1-1 exprimieren, im Vergleich zu denjenigen, die Haptoglobin2-2 
exprimieren, früher und auch öfter schwanger werden. So konnte bei den Frauen 
unter 24 Lebensjahren eine signifikant höhere Schwangeren-Rate gefunden werden. 
Unter den älteren Frauen waren im Hinblick auf Schwangerschaftshäufigkeit keine 
bedeutsamen Unterschiede zu finden, allerdings waren unter den Multiparae 
signifikant mehr Haptoglobin1-1 Trägerinnen (Bottini et al., 1999).  
In beiden Versuchsreihen, bei der Inkubation mit Haptoglobin1-1 sowie auch bei der 
Inkubation mit Haptoglobin2-2, zeigte bereits eine Konzentration von 50 µg 
Haptoglobin eine signifikante Verminderung an eingewanderten Leukozyten. 
Vergleicht man nun die absoluten Ergebnisse der Haptoglobin1-1 Reihe mit der 
Untersuchung bei Anwesenheit von Haptoglobin2-2, so sieht man, dass 
Haptoglobin1-1 eine deutlich stärkere Wirkung zeigt als Haptoglobin2-2 
(Abbildung 4.2). Der von Bottini et al. gezeigte graviditätsfördernde Effekt könnte also 
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auf die höhere immunmodulatorische Wirkung des Haptoglobin1-1 zurückgeführt 
werden.  
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Abbildung 4.2: Vergleich Leukozytenadhäsion/-invasion Hapt.1-1 zu Hapt.2-2 
Um eine mögliche toxische Eigenschaft von Haptoglobin auf die Leukozyten 
auszuschließen, wurden auch CD11b negative Leukozyten mit und ohne Haptoglobin 
inkubiert. Da Haptoglobin an den CD11b/CD18 Rezeptor bindet, sollte, falls es sich 
um einen spezifischen rezeptorvermittelten Effekt handelt und nicht eine 
unspezifische toxische Wirkung für die Ergebnisse dieser Studie verantwortlich ist, 
bei Inkubation von CD11b negativen Leukozyten keine signifikante 
Leukozytenreduktion zu finden sein.  
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Tatsächlich waren bei Inkubation der CD11b negativen Leukozyten mit Haptoglobin 
keine Unterschiede in der Einwanderungsanzahl im Vergleich zur Inkubation ohne 
Haptoglobin zu finden (607,8±12,62 gegenüber 621,4±34,18; 0 µg Haptoglobin1-1 
gegenüber 100 µg Haptoglobin1-1/ ml).  
Wie gezeigt sind beide Haptoglobin-Isoformen in der Lage, die CD11b vermittelte 
Adhäsion von Leukozyten an extrazelluläre Matrices abzuschwächen. Da in der 
extraembryonalen Matrix von preimplantiven Embryonen maternales Haptoglobin 
eingelagert wird (Herrler et al.; 2004), können die im uterinen Sekret vorhandenen 
Leukozyten nicht oder nur sehr schwer an die extrazellulären Matrices des Embryos 
binden. Vor allem aber werden die Leukozyten, die vermehrt zum Tag 19/21 ins 
uterine Gewebe einwandern und dort auch proliferieren, in ihrer Mobilität 
eingeschränkt. Eine über diese Bindung vermittelte transepitheliale Migration wäre 
somit gleichermaßen vermieden, bzw. zumindest vermindert. Die Ergebnisse dieser 
Studie zeigen eine deutliche Adhäsions-/Invasionsverminderung in Konzentrationen 
ab 50 µg/ml Matrigel. 
Um einen Vergleich der hier verwendeten Konzentrationen zu den in vivo 
vorhandenen Mengen an Haptoglobin herstellen zu können, wurden uterine 
Sekretproben von fertilen Frauen mit zyklusentsprechend normwertigem Östrogen- 
bzw. Progesteronstatus auf deren Gehalt an Haptoglobin hin untersucht. Der Verlauf 
über den Zyklus stellt sich in der postovulatorischen Phase eher homogen dar. Zum 
Tag 18/19 allerdings zeigt sich ein Einbruch der Haptoglobinkonzentration von 
20,06±6,5 ng Haptolgobin/5 µg Protein (Tag 16/17) auf 12,9±3,184 ng 
Haptoglobin/5 µg Protein. Danach kommt es zu einem signifikanten Anstieg an 
Haptoglobin periimplantativ (Zyklustag 20/21) im Vergleich zur 
Haptoglobinkonzentration preimplantativ (Zyklustag 18/19) (12,9±3,184 ng 
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Haptoglobin pro 5 µg Protein gegenüber 26,9±4,86 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein; 
Tag 18/19 gegenüber Tag 20/21; p < 0,05). Dieser starke Abfall der 
Haptoglobinkonzentration in Zusammenhang mit dem hierauf folgenden signifikanten 
Anstieg der Haptoglobinkonzentration könnte als Downregulation im Sinne einer 
Sensibilisierung der Leukozyten auf Haptoglobin zu deuten sein. So würde der 
hierauf folgende signifikante Anstieg der Haptoglobinkonzentration eine stärkere 
Wirkung auf die vorher sensibilisierten Leukozyten haben, als ein bloßer Anstieg der 
Haptoglobinkonzentration ohne vorherigen Abfall der Haptoglobinmenge.  
Weiterhin zeigte sich, dass die physiologisch vorhandenen Mengen an Haptoglobin 
die in dieser Untersuchung verwendeten Konzentrationen deutlich übersteigen. Es 
wurden preimplantativ (Zyklustag 18/19) 12,9 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein und 
periimplantativ (Zyklustag 20/21) 26,9 ng Haptoglobin pro 5 µg Protein gefunden. 
Das entspricht einer Menge von ca. 129 µg (Zyklustag 18/19) bzw. 269 µg 
(Zyklustag 20/21) pro ml Sekret, wenn man unsere Ergebnisse zugrunde legt, die 
einen Gehalt von ca. 50 mg Protein pro ml Sekret ergaben. Diese Ergebnisse 
validieren die in dieser Untersuchung eingesetzten Haptoglobinkonzentrationen von 
maximal 100 µg/ml als physiologisch normwertig. In dieser Studie wurde eine 
signifikante Reduktion der Leukozytenadhäsion/-invasion ab einer Konzentration von 
50 µg Haptoglobin/ml Matrigel gefunden. Periovulatorisch lassen sich 
Konzentrationen von bis zu 269 µg Haptoglobin/ml uterines Sekret nachweisen 
womit nach unseren Ergebnissen eine signifikante Leukozytendownregulation 
gegeben ist.  
Eine so unterdrückte Adhäsion/Invasion von Leukozyten stellt einen pre- bzw. 
periimplantativ benötigten Schutz für den immunologisch gegenüber dem 
mütterlichen Organismus fremden Embryo dar. Unterstützt werden diese Ergebnisse 
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von den Resultaten von Herrler et al. (2004). Diese zeigen, dass der Embryo zwar zu 
keiner Zeit selber Haptoglobin produziert, es jedoch in relevanten Mengen aufnimmt 
und auch nach und nach wieder abgibt. So ist der Embryo durch das ihn umgebende 
Haptoglobin gegen Leukozytenadhäsion/-invasion geschützt. Des Weiteren konnte in 
der hier vorliegenden Studie gezeigt werden, dass Haptoglobin1-1 eine deutlich 
stärkere Wirkung auf die Leukozyten hat als Haptoglobin2-2. Diese Ergebnisse 
bestätigen den von Bottini et al. (1999) postulierten graviditätsfördernden Effekt von 
Haptoglobin1-1. 
Auch stärken die hier vorliegenden Ergebnisse die Vermutung, dass Haptoglobin 
eine immunmodulatorische Funktion im Embryo-Maternalen Dialog hat. 
Ausgehend von dem hier untersuchten rein zellulären Modell, bezogen auf 
Gelmatrices, wäre als nächster Schritt nun eine Untersuchung an tierischen 
Embryonen sinnvoll, um den Adhäsions-/Invasionsvermindernden Effekt von 
Haptoglobin näher zu beleuchten. 
Fraglich bleibt, inwieweit fehlendes Haptoglobin bzw. eine verminderte uterine 
Haptoglobinproduktion und Haptoglobinsekretion Ursache für Frühaborte ist. Auch 
wäre interessant herauszufinden, in welchem Maße Frauen in der 
Frühschwangerschaft von intrauterinen Haptoglobingaben profitieren würden. 
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